



























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































鰯 牌開3 鑛門門門門麟騨 7．7






























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































c CAH FN 饗 Dl
q913＄
⑪
ド1㌔
ﾙOAH FN Dl　D踊
瞬閥議＄鰹欝》酵◎燈㊧◎舗⑪鶴幽ガ⑪臨曙蓼豊龍響
F騨睡鱒。cゆ購醜◎輔⑪鱒瞬騨脚露鵬蹴繍翻㈱㊨醜購瞭鵬。
CAH，　carbon｛c　anhydra＄e　l｛ke　doma｛昌；FN，働ronec輔薦ype鵬；
TMD，艀an＄membr綾ne　d◎maln；Dl，prα釧n宣yroslne　ph◎sp瞼tase
domaln　l；Dll，pro纈n　tyrosine　ph◎spha電ase　d◎maln朋；
Arr◎w　lndlcates　RNa＄e　protectbn　pr◎b釧曾glon，　A，輔d電ype　RPTPβ
B，△Dl＆朋一RPTPβ；C，△D腿一RPTPβ；D，　C1913＄RPTPβ．
79
《翻1蹴y齢腕騨職
露
　　麟
　　騨：
盟織
日脚
◎盤
。盤
　　響
鵜
　　甑
　鱒
1設
翫
糠璽 勧慧　羅箏　緯峨
劉購⑪融融鵬d朧鵬脆y
　　購
　　驚・
　　潮
脚鼎．
穿
8灘
1△訓
・籍
＆翻幽騰騨蹄
　　　　　　　　　　『
11↓
盤
紬趣　餐拶　霧瀞　締雛　簿躍
　　騨鵬晶晶繍囎1瀧油壷y
　　c
　　霧
　　鍵
誰鶉
蟹　
8講
　　霧
1△ゆ闘一等阿蹄
◎
ll↓
鵬
灘蓼▼
fIF‘㌔」’ 糟d糠薯讐簿磯
　　臨⑪鵬囎鵬㊧1鵬購鞠
　　幽
　　蝿
　　蜷
総韓
＆器
　　鍵・
lo簿盤＄一興丁蹄
ll／
　　
懲ボ塾轟趨∵鱒鼠　鵬譲鱒魂
　　臨⑪齢囎鵬翻輔繍舗y
晦鵬網』溶融1爺翻電醜＠督騨TPβ蝋鵬舗醜瞼y　FA◎＄囎縢応酬鵬。
BHK　o釧1＄we献rans絶Gled繍h　pBK－CMV　plasmld＄express輪g　w敵yp曹
（A）or　mu槍櫨＄（B－D）◎f　RPTP餌haU汽。鳴ated　wl漁．an電1－RPTPβan恥◎dy
dl鱒）br　1㎞βnd漁en菅or　30削n繍h　Ruoro　LlnkTM　CゾM　2一瞼b釧ed
goat　an髄イabb酬gG（H＋L）⑩llowed　by　FACS㈱n　ana騨s。　The　r曾s嘘s
a給pb就ed　as　re繍lve　ce騨閑m瞭versus　Fluoro　LlnkTM　CyTM　2伽鵬一
s繍ce　and　are　represe峨綾tlve　o輸r醗命xpe齢en＄；10，000　ce朋s　were
analy欝d　p釧samρle，畿，　Contr◎1（囎tr繍ns菅ected　BHK－21　c釧臨）；b，　BHK－
2嘔cdls撚nsザected輔覚h軌e　vec量◎r　only；c，　BHK－2唱。釧ls　trans絶。給d　w｛th
翫eva翻us　RPTP蒔P｛as耐ds。．Th駐exp翻me蹴was　r3pe寵ed軌r㊤e宣im鍵
W詫hslm醜arr曹su脆S。
80
咽 盆 響
　　　　　　、轟露董
灘鱒籔
嬉
磯譲撫
　5
叢難
1←齢胆β
鴫一GIAPP闘
F脚麟・鰯』鵬幽囎量藍㈱膏購P陣酬紬y麟薦㊧脚繍翻
鰯翻y＠輔麟鵬㊨翻囎ll鼠
BHK：・21　cel臨were解ansfec電ed　wlth　pBK－CMV回asmids　exp給sslng
assay，　as輔e㈱ed　undeピ6置xpe齢㈱l　p㈱dure・”L凱献vec電◎「
al◎ne；㈱2，△D踊一RPTPβ；la聡3，△酬一RPTP蒔；1窺ne　4，輔d　type
RPTPβ；lane　5，　C唱9唱3＄姻RPTPβ・
釧
第2項RPTPβの発現と毒素感受性の獲i得
　RPTPβを発現させた細胞にVacAを添加し、8時間後の活性をNRU　assayで評価
した。Wild　type　RPTPβ遺伝子を導入したBHK－21細胞株は未処理もしくはベクター
のみを導入したものと比べ、高い毒素感受性を示した。また、細胞外領域と膜貫通
領域を持つ変異体、DH領域を欠く変異体及びホスファターゼ活性領域を変異させた
RPTPβC1913Sの3種のRPTPβ変異体を発現させたBHK－21細胞株でもVacAに
対して感受性を示した（Fig．4－6）。以上の結果は、　RPTPβがVacAに対する受容
体として機能していろことを示唆するものである。しかしながら、RPTPβのボスファ
ターゼ活性が直接VacAの空胞化形成に影響を与えるものでは無いことを示唆して
いる．，
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第4節　考察
　本章では、VacAの受容体と考えられるRPTPβ遺伝子をVacA非感受性の細胞に
導入し、RPTPβの発現に伴う感受性の獲得について論じた。
　RPTPβ遺伝子をpBK－CMVベクターに組み込み、　VacAに非感受性のBHK－21細
胞に導入した。RPTPβの発現を抗RPTPBポリク注目ナル抗体によるFACScan（第
4章第2節一5）とRPTPβのRNase　protection　assay（第4章第2節・6）により確認
した。
　結果、wild　typeや種々のRPTPβ変異体遺伝子を導入したクローンにおいて、未
処理あるいはベクターのみを導入したものと比べ有意なRPTPβの発現が認められた
（Fig．4・4）　。
　RPTPβを発現させた細胞にVacAを添加し、8時間後の活性をNRU　assayで評価
したところ、wild　type　RPTPβ遺伝子を導入したBHK－21細胞は未処理もしくはベ
クターのみを導入したものと比べ、高い毒素感受性を示した。以上の結果は、細胞
表面に発現したRPTPβがVacAに対する受容体として機能し、毒素に対する感受性
を獲得したと考えられる。
　次に、RPTPβのホスファターゼ活性が空胞化形成に必須であるか調べた。　PTPは
保存されたsignature　motif　l（1／V）HCxAGxxR（S／T＞G】をその活性中心に持つことが知
られている。そこで、この活性中心のシステインをセリンに置換したRPTPβの変異
体C1913S、細胞外領域と膜貫通部分まで、更にDI領域までをコードする遺伝子を
構築し（Fig．4－3）、発現させた。これら3つのRPTPβ遺伝子変異体を導入した
BHK－21細胞にVacAを加え、活性を調べたところ、何れにおいてもVacAに対し
感受性を示した。これ，らの結果より、RPTPβのホスファターゼ活性が直接VacAの
空胞化形成に作用を及ぼすものでは無いと推察される．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　肚
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第5節　章括
1，RPTPβ遺伝子をpBK－CMVベクターに組み込み・VacAに非感受性の
　　BHK21細胞に導入後、RPTPBの発現を確認した。
2，Wild　typeや種々のRPTPβ変異体を発現させる遺伝子を導入した細胞は・ベ
　　クターのみを導入した細胞と比べ高い毒素感受性を示した。
3．RPTPβの変異体（△Dエ＆rRPTPβ，△DH－RPTPβ・C・913S卿RPTPβpBK
　　CMV）を導入したBHK・21細胞においてもVacAに対し感受性を示した。
　　RPTPβのホスファターゼ活性が直接VacAの空胞化形成に必須では無V’こと
　　が示唆された1，，
総
総括
　亙p！orfはヒトの胃粘膜に生息する螺旋状のグラム陰性桿菌であり、炎症応答を引
き起こすことが知られており、1997年Natureに本菌の全ゲノム配列が報告され注
目を集めた（50）。重要なことは、1王pγ10r∫の感染が消化性潰瘍、胃癌などへ発展す
る危険な病原因子であることである。VacAはHpylorfにおいて唯一知られている
蛋白毒素である。マウスにおいて、VacAの経口投与により胃粘膜の萎縮が認められ
たことから、この毒素活性はEpγ！0r1感染患者に認められる、上皮細胞の損傷や消
化性潰瘍に起因する事が禾唆されている（15）。本論文はVacAが空胞化形成を起こ
す際の構造変化、及び宿主細胞における受容体の同定、その機能解析について検討
したものである。
　VacAは140－kDaのプレトキシンとして合成され、アミノ末端のシグナルペプチ
ドとカルボキシ末端の切断により、約90－kDaの成熟体毒素として分泌される。
90－kDa　VacAモノマーは、高さ～12簸皿、直径30　nmの6もしくは7量体の花形
構造をとる（69s）。
　第2章において、我々はVacAの新たな精製法を確立した。培養細胞に精製した
VacAを加えインキュベーションすると、細胞内に大きな空胞化形成を認めた。又、
精製VacAをウサギに免疫して得られた抗VacA抗体は、　VacAの空胞化活性を中
和した（Fig．2・7）。Vac入は、85℃以上の熱処理では完全に失活していた（23）。
　アルカリ処理したVacAの酵素分解パターンは酸処理したものと極めてよく似て．
いた。
　VacAにより形成される空胞の膜はsmall　GTP結合蛋白質Rab　7（後期エンドソー
ムマーカー）と膜糖蛋白質LgP　110（リソソームマーカー）を含むことから、これ
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ら空胞がエンドソームの複合区分であることを示唆している。HeLa細胞にドミナン
トネガティブなRab　7を過剰発現させることでVacAによる空胞形成の阻害が認め
られることから、VacAの空胞形成においてRab　7の後期エンドソーム膜への移行
機能障害を引き起こしていると考えられる（201。又、VacAはEGFの細胞内分解阻
害などをする。これらの効果は後期エンドソームとリソソーム内の酸性pHが部分的
に中和するVacAの効果であると推察される（48）。
　VacAのアミノ酸配列は他の細菌毒素蛋白質と全く相同性が認められない。　VacA
の花形状の構造：はボア形成毒素のそれとよぐ似ており、34－kDaと58－kDaフラグメ
ントからなるA－Bタイプ毒素である。VacAのアミノ末端の特異な疎水性領域が細
胞内での毒性発現に必須であり、カルボキシ末端が細胞との結合に重要である（17・18・，
49）
B　酸性pHに曝すことで、これらVacA会合体はモノマーに解離する。そして、
この解離による構造変化が空胞化形成の著しい：充進に関与している（8’13）。
　未処理、酸あるいはアルカリ処理したVacAの超遠心密度勾翠分離法（Fig
2－13A）において、中和したVacAは未処理のものと同様に～22　Sとして分離され
た。pH11．5の様に高いpHでVacAを処理した場合にも酸処理の報告と同様に
VacAの解離が認められた（27）。以上の点から、アルカリ処理したVacAは、酸処理
した場合と同様の機構で空胞化活性の充進を引き起こしていると推察される。
　精製した’VacAをHeLa細胞に直接注入すると細胞内において空胞化形成が促さ
れる（16）。このことから、VacAは細胞内に移行した後、毒性を発現していると考え
られる。又、vacA遺伝子を挿入したプラスミドを細胞に導入すると、通常よりも速
い段階で空胞形成が認められる。おそらく、細胞質内のVacAの量が引き金となっ
ていると推察される。しかし、in　vivoにおいて、　VacAの細胞内への取り込み機構
はよく理解されておらず、受容体を介したエンドサイトーシスが有力である。他の
多くの細菌毒素も受容体を介し取り込まれ、エンドソームの酸性pHが細胞質内への
伊　87
移行の引き金となっている。
　そこで、第3章において我々はVacAの宿主受容体を明らかにするため、感受性
の高いAZ－521細胞を用いたVacAによる免疫沈降法を行った。結果、　VacA特異
的に検出される宿主受容体P140とP25Qを同定した。前述のアルカリあるヤ・は酸処
理による空胞化の充進はVacAの構造変化に伴う宿主受容体P250への結合の増加
であることが示された。つまり、これらの相互作用がVacAの細胞内移行を活発に
し毒性発現を促しているものと推察される。レクチンプロットによりP250は少な
くとも2つの糖鎖galactose一β（1－3）・N－acetylgalactosamine及びgalactose一β（1－4）一N・
acetyl－glucosamineを有し、　N・glyc。sidase処理による分子質量シフトからN一リンクの
糖1鎖を持つと推察される。又、このN一リンクの糖鎖はVacA結合に関与していない
と考えられる（Fig，3－10）。第2のVacA結合蛋白質としてp140がVacA感受性細
胞に共通して検：出された（23）。
　精製したP250のアミノ酸配列の分析等から、この蛋白質が受容体型のチロシン
フォスファターゼβ（RPTPβ）であることが解った（27）。VacAによる免疫沈降物を
用い、pNPPを基質にホスファターゼ活性測定を行った所、ホスファターゼ活性が認
められた（Fig．3・17）。
　RPTPβは3つのアイソフオームが知られている。全長型（long　for皿）の
RPTPβ一A、細胞外のセリン、グリシンに富む領域の欠けた（short　form）RPTPβ一B
並びに膜貫通部分と細胞内部分を欠いたRPTPβ一Sである（Fig．3－20）（41）。様々な細
胞外基質蛋白質、細胞接着分子、成長因子などがRPTPβの細胞外領域に結合する事
が報告されており、VacAは新たなRPTPβへの結合分子であると考えられる（51’58）。
しかしながら、RPT叩の細胞内での役割は未だよく理解されておらず、これらのリ
ガンドに於けるホスファターゼ活性の変化に関する知見は不明である。
　3つのアイソフォー・ムのうち、VacAと結合してくるRPTPβP250はAタイプか
88
Bタイプかの何れかであるが確証は得られていない。
　最近、他のグループによりVacA非感受性のHL－60細胞をPMA／TPA処理する事
によりVacAに対する感受性を獲得することが示された（42）。更に、細胞分化試薬
を用いたHL－60細胞のマ’Nロファージや単球への分化に伴うVacA感受性の獲得は
用いた試薬のRPTPβの発現誘導に一致していることが示された（43）。以上のことは、
VacAの宿主受容体としてRPTPβが機能していることを強く示唆するものである。
　細胞増殖、細胞分化、アポトーシスなどの多くの基礎的な細胞機能において、蛋
白質のチロシンのリン酸化が重要な機能を果たしている．このチロシンのリン酸化
はチロシンキナーゼとチロシンポスファターゼの可逆的に触媒され蛋白質の機能制
御を行っている。
　第4章では、VacAの毒作用発現にRPTPβが単に毒素に対する結合蛋白質として
機能するのか、あるいはチロシンホスファターゼ活性が必須の機能を果たすのか調
べることを目的とした。そこで、ヒトのwild　type　RPTPβ（long　form）、細胞内領域
の欠失、DH領域を欠失、そしてPTP活性中心1913番目のシステインをセリンに
変えたPTP不活性体、以上4つの遺伝子をベクターに組み込んだ。これら遺伝子を
VacA非感受性細胞BHK．21細胞に発現させ、　VacAに対する感受性を調べた。未処
理及び、ベクターのみを発現させたものでは活性は認められないのに対し、RPTPβ
遺伝子を発現させたものでは変異体を含む全てでVacA対する感受性を獲得した。
又、ホスファターゼ阻害剤を添加しても空胞化阻害活性は認められない。以上のこ
とから空胞化形成に直接ホスファターゼ活性には関与していないと推察される。
　最近、VacAが胃上皮細胞の成長阻害、胃粘膜傷害の回復に必要なEGFの活性化
シグナル伝達の阻害（44）、細胞骨格制御に働くFAK（focal　adhesion　kinase）を脱リ
ン酸化するなどの報告がある（45）。これらの現象はVacAの毒性が空胞化活性だけ
ではなく、宿主細胞への結合によるシグナル伝達が多方面にわたり細胞機能に影響
89
を与えていることを示している。最近、RPTPβのナチュラルリガンドとしてヘパリ
ン結合性サイトカインのpleiotrophin．（PTN）が同定された。　PTNはRPTPβへ結合
し、その酵素活性を不活性化する。その結果、カドヘリンが細胞問接着分子として
働くために必須なβ一cateninのリン酸化レベルを増加させ、　E・カドヘリンと
β・catenin問の結合を壊すことが報告された（59）。VacAによる細胞間接着や細胞骨格
の変化を解析する上で、PTN等のRPTPβに対するナチュラルリガンドを用いるこ
とにより、更に詳細な毒性発現のメカニズムが得られ、疾病発症の解析が進むこと
が期待される。
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